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論文内容の要旨
(目的)
Ames らは，薬剤抵抗性プラスミド pKMI0lをネズミチフス菌に導入して変異原性試験 (Ames test) 
の感度を上昇させ，それを実用化した。 pKMIOlは接合性で，宿主域が広く，紫外線 (UV) 照射や種々
の変異原による DNA損傷の修復や突然変異の誘発を促進する。このような機能はこのプラスミド上の
mucAB オペロンに依存している O
大腸菌では，染色体上に突然変異誘発に関与する umuDC オペロンが存在している。 mucAB と umu­
DC は機能的にも構造的にも高い相同性が見られる。
両者は sos レギュロンに属し， LexA リプレッサーにより発現が抑制されている。 uv照射や，変
異原処理をすると DNAの損傷がシグナル(単鎖DNAの蓄積と考えられている)となって， RecA タ
ンパクが活性化され，それ (RecA~)によって， LexA タンパクの自己切断が促進されてリプレッサー
活性を失い，その結果 umuDC， mucAB などの sos遺伝子の発現が誘導される。 umuDC に依存する
突然変異の誘発には，その上に ， UmuD タンパクが RecA の機能によって切断され， N端の24残基のア
ミノ酸が取り除かれた形 (UmuD~) になることが必須であるO
mucAB は umuDC と高い相向性をもっO しかしながら， aflatoxin-B 1 による突然変異は mucAB 遺
伝子をもっ大腸菌で、は誘発されるが ， mucAB を持たない野生型の菌 (μmuD+C+) では誘発されない。
また， uvやその他の変異原による突然変異誘発能は ， umuDC に比べ mucAB の方がかなり高く (コ
ピー数が同一の状態でも)，自然突然変異率も mucAB の方が umuDC に比べて高い。これらのことは両
者の機能に質的な相違があることを示唆しているO 本論文では RecAキによる MucA タンパクの切断反
応と突然変異誘発との関係の解析を行った。
(方法と結果)
1 .活性化された RecA (RecA *)は UmuD と同様に MucA タンパクの切断を促進する O
mucAB プラスミドをもっ recA+ 株を Mitomycin C で処理した後， MucA タンパクに対する抗体を用
いて western blot 法で調べたところ， MucA 抗体と反応する 13kDa のタンパクを見いだした。塩基配
列から推定したMucA タンパクは16kDa であることから，このタンパクは MucA が切断されてできた
MucAホであると考えられるO この切断産物は， Mi tomycin C で処理しない recA+ lexA (Def)株や，
recA 欠損株では検出できなかった。以上， MucA も UmuD と同様に RecAキによって切断が促進される
ことを明らかにした。
2. MucA は切断されなくても突然変異の誘発を促進する機能をもっO
recA の突然変異株の 1 つである recA430株で、は UmuD の切断は見られず， umuDC に依存した突然
変異誘発も起こらなし、。一方， mucAB に依存した突然変異は recA430株で、も野生型とほぼ同等に誘発
されている。 recA430株で、の Mitomycin C 処理後の MucA タンパクの切断を調べたところ，切断され
た断片(13kDaのタンパク)を検出することができなかった。 recA430株では MucA が切断されなくて
も突然変異誘発が起こると考えられるO
MucA の切断部位と考えられる Ala25-Gly26のアミノ酸配列を，部位特異的突然変異によって Thr25-
Gly26 (mucA202) , Ala25-Asp26 (mucA203) , Cys25-Asp26 (mucA204) に変異させた遺伝子を作製
した。これらの変異型 mucA と mucB+ を持つ株 (μmuC-) での変異型 MucA の切断の有無と， uv に
よる突然変異誘発能を比較した。その結果， MucA202 , MucA203 , MucA204のいずれも uv照射後の
RecA* による切断産物は検出されなかった。また ， mucA203 (Ala25-Asp26) と mucA204 ( Cys25-Asp 
26) では，突然変異誘発は殆どみられなかった。しかしながら ， mucA202 (Thr25-Gly26) では野生型
と同程度の突然変異誘発が見られた。以上のことから ， mucA202 (Thr25-Gly26) の遺伝子産物は， RecA * 
による切断がおこらなくても， MucA と同程度の突然変異誘発能をもっと考えられる。
(総括)
本研究では，突然変異誘発の過程で MucA タンパクも UmuD タンパクと同様， RecA *に依存して切
断されることを証明した。さらに， MucA は UmuD と異なり， N端の 25個のアミノ酸が除去されなく
ても突然変異誘発の活性があることを発見した。 mucAB は元来ネズミチフス菌で発見された遺伝子で，
多種類のバクテリア間で存在する接合性プラスミド上に存在しているO 従って，多くのバクテリアでの
DNA修復や突然変異の誘発に働いていると考えられる o MucA が RecA *による切断反応がなくても
突然変異の誘発能があるということは ， mucAB が自然突然変異率を高めたり ， umuDC に比べ高い突然
変異誘発活性を持つことと関係していると考えられるO
論文審査の結果の要旨
Ames らは，薬剤耐性プラスミド pKMI0lをネズミチフス菌に導入することによって変異原性テスト
(Ames test) の感度を上昇させて実用化した。この感度上昇は， pKMI0l上の mucAB オペロンが，種々
の突然変異誘発物質や紫外線照射による DNA損傷を，修復エラー(突然変異)というリスクを伴った
形で修復する機能をもつためである。
本論文は，紫外線照射などによってできた RecA タンパク(活性 RecA タンパク)の機能によって
mucAB オペロンが発現し，さらに， MucA タンパクのN末端の25個のアミノ酸が除去され，残った C
末端領域が突然変異誘発に働くことを明らかにした。また MucA タンパクは UmuD タンパク(大腸
菌染色体にコードされた構造も機能も相向性の高いタンパク)と違って N末端のアミノ酸の除去が起
こらなくても，突然変異誘発能を持つことも証明した。これらの知見は突然変異誘発機構の解明に重要
な手がかりとなるもので，本論文は学位論文として評価できるものであるO
